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摘要 : 【目的 建立 美洲 大 巍 Periplaneta americana 中 枢 神 经 系统 背 侧 不 成 对 中 间 神 经 元 (dorsal unpaired median 
neurons, DUM neurons) 的 分 离 方 法 和 DUM 神经 元 电 生 理 实 验 模型 。【 方 法 】IA 型 胶原 酶 法 消化 美洲 大 赚 末 端 腹 神经 
TW. 机 械 吹 打 得 到 DUM 神经 元 细胞 , 运用 膜 片 钳 技术 记录 DUM 神经 元 细胞 电压 门 控 Na" 电流 。【 结果 】 分 离 得 到 的 
DUM 神经 元 细胞 状态 良好 , 具有 DUN 神经 元 典型 的 梨 状 形态 和 表面 特征 。 以 膜 片 钳 全 细胞 方式 记录 到 的 Na 电流 
符合 钠 通道 电流 特征 。【 结 论 】IA 型 胶原 酶 消化 得 到 美洲 大 赔 DUM 神经 元 细胞 的 方法 可 靠 , 能 稳定 地 记录 到 Na* E 
流 。 本 文 描述 的 方法 为 昆虫 神经 细胞 的 电 生 理 机 制 研 究 提供 一 个 可 用 的 实验 模型 。 
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Isolation of dorsal unpaired median ( DUM) neurons from the central 
nervous system of the cockroach Periplaneta americana and patch-clamp 


recording of their voltage-gated sodium current 
XU Peng! , SUN Qin! , CHEN Chao^, CHENG Jie! , GAO Rong , JIANG Zhi-Kuan^, XIAO Hang ( 1. 
Modern Toxicology Key Laboratory of Ministry of Education, Nanjing Medical University, Nanjing 210029, 





China; 2. Nanjing Military Region Center for Disease Control and Prevention, Nanjing 210002, China) 
Abstract: [ Aim] To grope for the method of isolation of dorsal unpaired median ( DUM) neurons from the 
central nervous system of the cockroach Periplaneta americana and establish an electrophysiological model of 
DUM neurons. [Methods] The terminal abdominal ganglions of P. americana were dissected, DUM neuron 
cell bodies were obtained after enzymatic treatment with collagenase IÀ and mechanical dissociation of the 
median parts of the terminal abdominal ganglion, and the voltage-gated sodium current of DUM neuron cells 
was recorded by the patch-clamp technique in the whole-cell recording configuration. [Results] Isolated 
DUM neuron cells exhibited typical morphological characteristics of neuronal cells, which are nearly 
pyriform. Whole-cell sodium currents from DUM neuron cells showed the typical characteristics of sodium 
currents. [ Conclusion] DUM neuron cells can be well obtained by enzymatic treatment, and sodium current 
can be studied by patch-clamp technique. The procedure described here provides a possible experimental 
model to study electrical mechanisms of insect nervous system. 
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KRYK Periplaneta americana 中 枢 神 经 系统 背 M, 参与 神经 冲动 传导 \ 行 为 文 配 、. 生 理 调节 等 重要 
侧 不 成 对 中 间 神 经 元 (dorsal unpaired median 功能, 是 昆虫 行为 和 神经 科学 研究 的 理想 细胞 模型 。 
neurons, DUM neurons) 是 位 于 腹 神 经 索 神 经 节 的 背 Jego 等 (1970) 首 次 发 现 美 洲 大 虹 DUM 神经 元 能 够 产 
中 线 上 的 神经 兴奋 性 细胞 , 能 目 发 产生 超 射 动作 电 — 生 内 源 性 动作 电位 ,其 去 极 化 相 是 由 细胞 腊 上 的 钠 
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离子 通 这 开放 Na 内 流 引起 的 。 钠 通过 是 神经 细胞 
兴奋 和 传导 的 基础 ,因此 也 成 为 一 些 神经 毒剂 的 高 
度 敏 感 靶 标 , 在 神经 毒性 作用 机 制 的 研究 中 具有 重 

DUM 神经 元 形态 学 和 生理 学 的 研究 在 国外 开 
展 相当 早 。 上 世纪 八 九 十 年 代 对 其 研究 经 历 了 由 在 
体 研 究 到 离 体 研 究 的 转折 。Lapied 等 (1989 ) 发 现 
急性 分 离 DUM 神经 元 仍 能 保持 在 体 环境 下 的 电 生 
理 活 性 , 这 极 大 地 促进 了 运用 电 生 理 技 术 对 昆虫 
DUM 神经 元 的 研究 。 至 今 , 这 一 领域 的 研究 仍然 
方兴未艾 。 然 而 ，DUM 神经 元 标本 的 分 离 制 备 和 
运用 到 电 生 理 实 验 的 过 程 涉及 多 个 环节 , 影 啊 因 素 
众多 , 操作 具有 很 大 难度 , 这 限制 了 对 DUM 神经 
元 的 深入 认识 。 本 人 研究 通过 消化 酶 解 和 机 械 分 离 制 
备 DUM 神经 元 并 用 膜 片 钳 全 细胞 拉 术 对 DUM 神 
经 元 电压 门 控 钠 电 流 进行 记录 , 建立 DUM 神经 元 
的 分 离 方 法 和 钠 电流 的 记录 方法 , 为 DUM 神经 元 
的 深入 人 研究 提供 支持 和 依据 。 


1 材料 和 方法 


1.1 供 试 昆 虫 

RMK, 取 目 南京 车 区 疾病 预防 控制 中 心 。 
28C ,光照 12L: 12D 的 条 件 下 的 光照 培养 箱 中 饲 
养 。 取 雄性 成 虫 为 实验 材料 。 

1.2 试剂 与 仪器 
1.2.1 试剂 : IA 型 胶原 酶 (C-9891) 购 自 美国 
Sigma 公司 ; FAR BER RI E SB] Gibco 公司 ; 
台 牛 血清 购 目 杭州 四 季 青 生物 工程 技术 研究 所 ; 配 
制 电 生 理 液 所 用 离子 通道 阻 断 剂 TEA-Cl,4-AP， 
CdCl, 和 EGTA 购 目 美国 Sigma 公司 ; CsF 购 目 瑞士 
Fluka 公司 ; 其 他 配制 细胞 生理 液 的 试剂 均 为 国产 
分 析 纯 。 

生理 溶液 A(mmol/L): NaCl 200, KCl 3. 1, 
CaCl, 5. 0, MgCL,4. 0, Sucrose 50, HEPES 10, 用 
NaOH 调节 pH 至 7.4。 

生理 溶液 B: 胎 牛 血清 (5% ,vAv)、 双 抗 | 1% 
TR (50 IU/mL) / SERE S& (50 mg/mL) ] 。 

FB BE P (mmol/L): CsF 120, TEA-CI 20, 
NaCl 10, EGTA 10, ATP-Mg 5, HEPES 10, 用 Tris 
调节 pH 2 7.4, 

HL yh (mmol/L) : NaCl 100, TEA-CI 100, 
KCI 3. 1, CaCl, 2, MgCl, 7, CdCl, 1, 4-AP 5, 


HEPES 10, FH TEA-OH 调节 pH 至 7.4。 

1.2.2 Xd: 倒置 显微镜 (Olympus IX 70, HÆ), 
电极 由 玻璃 毛细 管 (内 径 1.6 mm, 北京 先驱 威 峰 技 
术 开 发 公司 , 中 国 ) ,垂直 拉 制 仪 ( Narishige ，pp-83 ， 
HÆ), PC-IB 型 放大 盏 (华中 理工 大 学 目 动 化 控制 
系 人 研制 ) BBClamp 采集 软件 (华中 理工 大 学 ) 。 

1.3 DUM 神经 元 的 急性 分 离 

解剖 : 选取 雄性 美洲 大 蝶 雄 性 成 虫 10 k, 7596 
酒精 体 表 消毒 ， 背部 问 上 固定 在 解剖 蜡 盘 中 ,在 解 
剂 镜 下 无 菌 操作 。 沿 背 中 线 剪 开 体 壁 ， 去 挥 背 板 ， 
AJERTH 8 AE MDR, REDEA R, 剥离 
HARKET A F, RR inha t an 
(terminal abdominal ganglion, TAG) , 用 生理 溶液 A 
漂洗 2 次 , 整个 过 程 在 室温 下 操作 。 

酶 解 : 将 解剖 得 到 的 美洲 大 虹 末 端 腹 神 经 节 转 
移入 含有 1.5 mg/mL IA 型 胶原 酶 的 生理 溶液 中 ， 
无 菌 条 件 下 37% 水 浴 消 化 35 min, 

冲洗 : 酶 解 后 , 吸 弃 消 化 液 ,， 用 生理 溶液 B wp 
洗 终 止 消化 。 

吹 打 : 用 口径 1 mm 的 玻璃 管 在 生理 溶液 B 中 
反复 轻柔 吹 打 ,以 彻底 分 散 神 经 节 中 的 细胞 。 

静 置 贴 壁 : 吹 打 形 成 的 细胞 悬 液 通过 200 目 滤 
MERES RORIS SAL ED ETT ERU EHA B 的 培 
养生 中 (直径 为 35 mm), Æ 29 C PRESS. P ER BL 
24 h, 

1.4 腊 片 钳 全 细胞 记录 

取 静 置 贴 壁 的 DUM 神经 元 为 膜 片 钳 实 验 研 究 
对 象 , 采用 全 细胞 电压 钳 模 式 记录 急性 分 离 得 到 的 
DUM 神经 元 Na 电流 。 培 养 焉 放置 在 倒置 显微镜 
下 , 选取 直径 在 50 ~ 60 pm 的 神经 细胞 进行 实验 。 
电极 由 玻璃 毛细 管 经 垂直 拉 制 仪 二 步 拉 制 而 成 。 充 
HERA, 电极 电阻 为 0.5 ~1.0 MO. 

膜 片 钳 实 验 操作 在 室温 (22 +2)% 下 进行 , 使 用 
放大 兹 记录 时 滤波 频率 为 1 kHz, 采集 频率 为 
10 kHz, 液 接 电 位 在 形成 GQ 封 接 前 补偿 。 实 验 过 程 
中 , 细胞 钳制 电压 为 -90 mV, 施加 一 组 -90 mV ~ 
+50 mV, 以 10 mV 递增 , 波 宽 为 30 ms 的 步 进 电压 
刺激 , 分 别 在 加 入 500 nmol/L 钠 电 流 特异 阻 断 剂 河 
豚 毒 系 (tetrodotoxin ，TIX) 前 后 进行 刺激 ,记录 电流 
并 对 所 记录 的 电流 进行 鉴定 。 记 录 的 电流 经 放大 天 
放大 后 , 由 BBClamp 软件 采集 并 储存 于 计算 机 中 。 
1.5 数据 处 理 

数据 结果 由 Clampfit 8. 1 (Axon Instrument Inc, 
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USA) fll Sigmaplot (Jandel Scientific, CA ) 软 件 分 析 人 处 理 。 
2 结果 


2.1 Ik DUM 神经 元 形态 学 观察 

使 用 倒置 相差 显微镜 (200 x ) 对 神经 元 细胞 形 
态 学 进行 观察 。DUM 神经 元 呈 典 型 梨 形 ， 具 有 球形 
胞 体 和 轴 突 , 胞 体 大 小 和 轴 突 长 度 各 有 不 同 , 细胞 
膜 光 洁 完 整 , 形态 饱满 。 镜 下 视野 干净 , 无 杂质 碎 


JB, 细胞 多 沉 于 培养 胃 底 , 单个 分 散 ( 图 1)。 

镜 下 观察 到 的 DUM 神经 元 按照 轴 突 长 度 与 胞 
体 直 径 比 值 可 分 为 3 类 : C1) EE <1 的 神经 细胞 
约 占 6090, 其 中 直径 为 50 ~60 um 的 作为 膜 片 钳 
实验 人 研究 的 重点 ; (2)1 大 轴 / 直 <2 的 神经 细胞 占 
2096; (3)2 < 轴 / 直 神经 细胞 的 比例 为 10% , 此 类 
细胞 细胞 直径 多 小 于 40 um, 轴 突 较 长 , 不 适合 全 
细胞 膜 片 钳 实验 。 





图 1 急性 分 离 的 美洲 大 螃 中 枢 DUM 神经 元 
The acutely dissociated dorsal unpaired median neurons of Periplaneta americana 


A: "Wi/ Er «1 的 DUM 神经 元 Axonal length/cell body diameter ratio less than 1; B: 1 三 轴 / 直 <2 的 DUM 神经 元 Axonal length/cell body diameter 


Fig. 1 


ratio greater than or equal to 1 and less than 2; C: 2 三 轴 / 直 的 DUM 神经 元 Axonal length/cell body diameter ratio greater than or equal to 2. 标 


RBar 225 jum. 


2.2 电 生 理 实验 结果 

2.2.1 DUM 神经 元 全 细胞 Na' 电流 : 在 实验 中 ， 
电 生 理 内 外 液 使 用 了 K- 的 阻 断 剂 CsF 和 TEA-CI 
阻 断 外 向 Ki 电流 , 同时 外 液 中 使 用 Ca ^ 阻 断 剂 
CdCl, 阻 断 胞 外 Ca^* ; 电极 内 液 使 用 CsF 和 Ca^ * 3C 
合剂 EGTA 阻 断 细 胞 内 钉 的 影响 ,以 去 除 内 回电 流 
中 的 Ca^" 电流 成 份 , 使 记录 到 的 电流 是 Na* 电流 ， 
并 用 TTX 对 得 到 的 电流 进行 鉴定 。 

所 记录 到 的 电流 对 于 去 极 阶 暑 脉冲 呈现 净 内 问 
电流 ， 电 流 幅 度 很 大 ， 持续 时 间 极 其 短 芹 ( < 
10 ms) ,快速 激活 后 数 训 秒 灭 活 ，- 10 mV 时 电流 
峰值 最 大 ,以 此 电流 为 对 照 , 加 入 钠 通道 的 特异 阻 
新 剂 TTX (500 nmol/L) 可 完全 阻 断 该 电流 (图 2)， 
由 此 证 明 所 记录 到 的 电流 为 钠 电 流 。 不 同 去 极 化 电 
压 产生 的 电流 大 小 不 同 , 说 明 DUM 神经 元 钠 通道 
的 开放 具有 电压 依赖 性 (图 3)。 

2.2.2 DUM 神经 元 Na 电流 的 I-V 曲线 : 选择 直 
径 为 50 ~60 pm ŽP KEE DUM 神经 元 ， 置 钳制 电 
位 于 -90 mV, 给 予 从 -90 mV 至 +50 mV, 以 
10 mV 递增 , 波 宽 为 30 ms 的 去 极 化 脉冲 刺激 ， 记 
录 到 DUM Na 电流 , 作为 不 同 脉冲 电压 下 全 细胞 
电流 峰值 的 平均 值 , 以 DNO y fü, 测试 电压 为 x 轴 


作 图 (n 214) , 绘制 出 DUM 神经 元 钠 电 流 的 IV Hi 
RRO VÆ, 表现 为 电压 依赖 性 的 内 向 Na * 
电流 , 激活 电压 在 -30 mV 左右 , 在 -10 mV 左右 
电流 峰值 达到 最 大 值 , 逆转 电压 位 于 58 +3 mV, 与 
文献 报道 基本 一 致 。 


TTX 


sal 


10 ms 
图 2 TTX (500 nmol/L) X RIKE DUM 神经 元 
钠 电 流 的 阻 断 作 用 
Fig. 2 Blocking effect of TTX (500 nmol/L) on the control 


Control 


ionic current of Periplaneta americana 
内 向 电流 用 时 程 为 30 ms, 从 钳制 电位 为 -90 mV 至 -10 mV 的 去 极 
化 脉冲 刺激 在 加 入 TIX(500 nmol/L) RRA t , 观察 TTX 对 电 
流 的 作用 ， 电 流 基 本 被 阻 断 , 证 明 该 电流 对 TTX 敏感 。Inward 
currents elicited by 30 ms depolarizing steps from 90 to — 10 mV before 
( control) and following application of 500 nmol/L TTX. After TTX was 
applied, inward currents were blocked, which proved to be TTX-sensitive 


sodium currents. 


2.2.3 DUM 神经 元 Na 电流 的 激活 曲线 : 选择 和 直 
径 为 50 ~60 pm SHE DUM 神经 元 ， 置 钳制 电 
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—30 mV -10 mV 
-——— 

+10 mV +30 mV 
| 5 nA | 


10 ms 
图 3 RIMAKIREPA DUM 神经 元 在 不 同 
去 极 化 电压 下 产生 的 Na 电流 
Fig. 3 Typical example of Na current phenotypes recorded at 
different potentials in acutely dissociated dorsal unpaired 


median neurons of Periplaneta americana 
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图 4 美洲 大 蝶 中 枢 DUM 神经 元 I-V 曲线 
Fig. 4 I-V curve of the Na current in acutely dissociated 


dorsal unpaired median neurons of Periplaneta americana 


位 于 -90mV ,给 予 从 -90 zx +20 mV, 以 10 mV i$ 
增 , 波 宽 为 30 ms 的 去 极 化 脉冲 刺激 , 记录 到 DUM 
Na 电流 , 计算 出 不 同 测试 电压 下 的 电导 ,以 C 与 
cu 的 比值 计算 出 标 化 电导 , 各 电压 下 测 得 的 G/ 
Cux 平 均值 作为 y 轴 ,以 测试 电压 为 x 轴 作 图 (n = 
14) , 数据 经 Boltzmann 方程 拟 合 得 到 激活 曲线 (图 
5) 。 由 曲线 可 以 看 出 ，DUNM 神经 元 膜 电导 在 -40 
~0 my 之 间 随 着 测试 电压 的 递增 快速 增 大 , 半数 
激活 电压 位 于 -25 mV 左右 。 与 文献 报道 基本 
一 致 。 


3 讨论 
3.1 DUM 神经 元 的 分 离 


分 离 得 到 状态 良好 的 细胞 是 研究 DUM. 神经 元 
电 生理 特性 的 前 担 。 昆 虫 神经 系统 与 哺乳 动物 神经 
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图 5 美洲 大 蝶 中 枢 DUM 神经 元 钠 通过 激活 曲线 
Fig. 5 Voltage-dependent normalized 
sodium conductance of dorsal unpaired median 


neurons of Periplaneta americana 


系统 显著 的 不 同 在 于 , 昆虫 神经 系统 由 极 少量 的 神 
经 细胞 组 成 , 结构 简单 ,， 且 昆 虫 个 体 干 分 小 , 如 何 
通过 适宜 的 方法 获得 足够 数量 的 细胞 是 研究 昆虫 神 
经 元 特性 要 解决 的 关键 所 在 。 男 一 方面 , 神经 元 是 
兴奋 性 细胞 , 对 外 界 实验 条 件 极 其 敏感 ,特别 是 研 
究 昆 虫 DUM 神经 元 电 生理 特性 须 在 急性 分 离 的 细 
WEHT, 对 实验 操作 提出 了 更 高 的 要 求 。 因 此 ， 
fr DUM 神经 元 的 分 离 过 程 中 有 一 些 值得 注意 的 
问题 。 

虫 体 性 别 选 择 : EEE RUR SIR 1R AE E RT TAS 
复杂 的 生殖 系统 结构 覆盖 于 腹 神 经 索 之 上 , 不 利于 
快速 的 急性 解剖 , 影响 分 离 得 到 DUM 神经 元 的 状 
态 。 另 外 , 肉 性 虫 体 激素 的 分 泌 的 周期 过 程 呈现 不 
同 的 阶段 性 特点 , 神经 细胞 的 电 生 理 特性 会 受到 激 
素 调节 的 影响 而 呈现 出 波动 。 所 以 实验 中 选择 成 年 
雄性 虫 体 用 于 研究 其 中 枢 神 经 系统 的 电 生 理 的 
研究 。 

酶 的 消化 : 文献 中 主要 选择 胶原 酶 和 透明 质 酸 
酶 对 DUM 神经 元 进行 消化 , 也 有 使 用 胰 和 蛋白酶 ， 
但 使 用 方法 都 不 相同 。Grolleau 和 Lapied ( 1995 ) 使 
用 胶原 酶 单 酶 消化 ，Wicher 等 (2004 ) 使 用 胰 和 蛋白 
酶 和 胶原 酶 双 酶 联合 消化 ，Lapied 等 (1989 ) 使 用 胶 
原 酶 和 透明 质 酸 酶 双 酶 联合 消化 。 本 实验 室 利用 文 
献 进行 摸索 , 发 现 胰 和 蛋白酶 和 透明 质 酸 酶 对 细胞 的 
损害 较 大 ,其 中 胰 和 蛋白 酶 对 细胞 膜 的 破坏 尤其 明 
显 , 效果 不 稳定 , 不 容易 得 到 一 定数 目的 适合 研究 
的 细胞 。 在 使 用 两 种 酶 消化 时 , 由 于 两 种 消化 酶 的 
消化 特点 不 同 , 对 温度 的 要 求 不 同 , 增加 了 实验 中 
的 不 稳定 因素 。 而 IA 型 胶原 酶 消化 能 力 适中 , È 
其 对 细胞 膜 的 损害 较 小 , 适合 分 离 美洲 大 丹 DUM 
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神经 元 。 因 此 , 我 们 采用 LA. 型 胶原 酶 单 酶 消化 法 ， 
取得 了 良好 的 效果 。 

酶 的 浓度 是 消化 中 的 主要 因素 , 因 虫 体 数 目 而 
Jr, 同时 由 于 购 目 同一 生产 商 的 同一 型 号 的 酶 也 会 
因 生 产 批 次 不 同 ， 导 致 消化 活性 单位 (collagen 
digestion activity) 不 同 , 呈现 出 一 是 的 流动。 这 对 个 
体 小 , 细胞 少 的 昆虫 影响 较 大 。 因 此 , 最 佳 消化 浓 
度 需要 研究 者 根据 具体 条 件 不 断 摸索 。 笔 者 取 10 
个 TAG 置 于 1.5 mg/mL IA 型 胶原 酶 (C-9891 ， 
Sigma) 的 生理 溶液 中 , 37% 水 浴 中 消化 35 min 能 得 
到 实验 理想 的 细胞 密度 。 

机 械 分 离 : (1) 解剖 分 离 : 在 分 离 过 程 中 应 尽 
量 减少 对 细胞 的 机 械 损伤 。 解 剖 时 要 减少 对 腹 神 经 
RWEM, HPA (TAG) ZKA., HH TAA 
体积 较 小 ，DUM 神经 元 位 于 TAG fi Z5 5 1X xx 
( Crossman et al., 1972) ， 消 化 酶 足以 作用 于 细胞 之 
H, 所 以 我 们 没有 剪 碎 神 经 节 ,， 以 免 节 内 神经 元 受 
损伤 。(2) 胎 牛 血清 的 保护 作用 : 用 含 胎 牛 血清 的 
生理 溶液 清洗 , 去除 残留 的 消化 酶 终止 消化 ; 并 在 

台 牛 血清 生理 溶液 中 机 械 吹 打分 散 细胞 (Crolleau 
and Lapied, 1996) ; 最 后 在 含 胎 牛 血清 的 生理 溶液 
中 静 置 ( Lapied et al., 1989), EXEJLZPBRTE EHE 
台 牛 血清 的 生理 溶液 , 会 取得 较 好 的 效果 。 这 是 因 

为 中 胎 牛 血清 可 以 保护 细胞 免 受 消 化 和 机 械 分 离 过 
程 中 死亡 的 细胞 产生 的 毒素 的 刺激 ; 外 胎 牛 血清 中 
的 血清 蛋白 可 缓解 神经 元 因为 渗透 压 改 变 的 应 急 反 
应 ; 翅 胎 牛 血清 对 细胞 还 有 一 定 的 营养 作用 ,有 利 
于 细胞 保持 良好 的 状态 。(3 ) 机 械 吹 打 : 用 口径 较 
小 的 吹 打 管 消 化 后 神经 节 分 散 细 胞 时 , 动作 要 轻 
R, 不 可 有 气泡 出 现 , 防止 气泡 爆裂 时 对 细胞 造成 
损伤 。 
3.2 全 细胞 膜 片 钳 记 录 

膜 片 钳 技 术 是 一 种 通过 微 电 极 与 细胞 膜 之 间 形 
成 紧密 接触 , 采用 电压 钳 或 电流 钳 技 术 对 生物 膜 上 
离子 通道 的 电 活动 进行 记录 的 技术 , 它 的 出 现 使 得 
对 离子 通道 的 研究 达到 了 细胞 分 子 水 平 。 本 实验 通 
过 利用 腊 片 钳 技 术 研 究 美 洲 大 丹 中 枢 DUM 神经 元 
的 电 生理 特性 ,观察 记录 到 DUM 神经 元 Na 电流 。 

对 DUM 进行 膜 片 钳 实验 要 特别 注意 两 点 :(1) 
由 于 DUM 神经 元 是 电 兴 奋 性 细胞 , 奢 对 其 长 期 培 
养 , 神经 元 会 生出 很 多 树 突 结构 , 增 大 加 了 钳制 的 
表面 积 , 降低 了 全 细胞 记录 模式 对 胞 体 钳 制 的 均一 
VE, 导致 空间 钳 位 (space clamp) SR, 对 记录 到 的 
电流 产生 严重 牌 曲 。 同 时 , 新 的 突起 的 出 现 , 也 不 


利于 全 细胞 记录 中 电极 内 液 与 细胞 内 液 的 充分 沟通 
交换 ,也 会 造成 记录 电流 的 真实 性 。 所 以 , 对 于 
DUM 神经 元 的 电 生 理 研 究 宜 使 用 急性 分 离 的 细胞 ， 
而 不 要 用 长 期 培养 的 细胞 (Lapied et al.，1989 ) 。 
(2) 破 膜 问 题 是 运用 DUM 进行 电 生 理 实验 的 主要 
技术 难关 。 形 成 全 细胞 记录 必须 打破 细胞 膜 , 其 他 
急性 分 离 细 胞 一 般 在 分 离 后 静 置 贴 壁 后 即 可 顺利 破 
膜 , 但 DUM 神经 元 按照 常规 方式 却 很 难 破 膜 ,不 
能 形成 全 细胞 记录 , 给 电流 的 记录 设置 了 障碍 。 经 
过 多 次 实验 , 我 们 发 现在 含有 胎 牛 血清 的 生理 液 中 
RE 24 h 后 , 可 明显 有 助 于 破 膜 , 并 且 记 录 的 电流 
符合 要 求 。 并 且 有 关 文 献 提 到 让 DUM 神经 元 在 低 
渗 深 液 中 静 置 有 利于 其 电 生 理 特性 的 研究 
( Grolleau and Lapied, 2000) , 也 证 实 了 此 操作 的 必 
要 。 究 其 原因 , 我 们 推测 生理 液 中 加 入 胎 牛 血清 有 
利于 降低 生理 液 的 渗透 压 , 使 得 细胞 处 于 低 渗 环境 
F, 由 于 细胞 内 渗透 压 较 高 , 水 由 细胞 外 回 细 胞 内 
转移 , 细胞 内 液 增多 , 使 得 细胞 膜 发 生 适 度 的 
BK, 在 负 压 作用 下 容易 破 膜 。 要 注意 的 是 , 虽然 放 
置 时 间 不 足 , 会 有 破 膜 困难 , 但 是 奉 静 置 时 间 过 
长 ,就 会 导致 细胞 内 液 过 多 , 引起 细胞 发 生 水 肿 ， 
其 至 破裂 。 所 以 在 低 渗 溶液 中 静 置 时 间 要 适度 。 

此 外 , RIMKE DUM HANER, 在 球形 
胞 体 上 有 长 短 不 一 的 轴 突 , 且 细 胞 直径 一 般 较 大 ， 
造成 细胞 各 部 分 的 细胞 膜 到 电极 尖端 之 间 的 串联 电 
阻 不 一 致 ,全 细胞 膜 片 钳 实 验 中 将 会 导致 各 个 部 位 
的 细胞 膜 的 钳制 电位 不 均一 , 同样 也 会 出 现 前 述 空 
间 钳 位 不 恨 的 情况 , 所 以 , 选择 细胞 时 , 不 仅 要 观 
察 细 胞 膜 是 否 完 整 , 状态 的 良好 程度 ,特别 要 选择 
轴 突 短 ( 轴 /下 < 1) 的 细胞 作为 全 细胞 膜 刻 钳 研 究 
的 对 象 。 

昆虫 个 体 小 , 对 外 界 环 境 反 应 灵敏 ,可 利用 少 
量 的 神经 元 完成 复杂 的 行为 , 具有 独特 的 神经 文 配 
模式 (Clarac and Pearlstein, 2007) 。 在 神经 元 电 兴 
奋 性 活动 中 , 钠 通才 开放 , 形成 内 加 的 Na 电流 ， 
其 激活 引起 劲 作 电位 的 上 升 文 , 在 神经 冲动 发 放 中 
扮演 重要 角色 。 因 此 成 为 研究 昆虫 神经 系统 电 生 理 
的 重要 模型 。 同 时 , 电压 门 控 Na 电流 是 各 种 昆虫 
神经 毒性 物 的 作用 靶 标 , 特别 使 得 昆虫 中 枢 神 经 元 
Na * 电流 在 杀 上 虫 剂 的 作用 机 制 和 农药 第 选中 成 为 研 
究 的 热点 (Zlotki, 1999; Narahashi, 2000) , 

总 之 , 本 实验 成 功 建立 了 美洲 大 丹 中 枢 DUM 
神经 元 的 急性 分 离 方法 , 并 记录 到 全 细胞 钠 电 流 ， 
为 今后 更 好 的 研究 DUM 神经 元 提供 了 基础 。 
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